多发性骨髓瘤（MM）是一种起源于浆细胞的恶性肿瘤。近年来新型化疗药物的应用使MM的治疗取得了长足进展，但是患者的预后仍较差。耐药是MM难治、复发的原因之一[@b1]。MM细胞异质性强，基因组高度不稳定，生长增殖高度依赖骨髓微环境，是耐药细胞出现和存在的主要原因[@b1]。ω-3多不饱和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid, PUFA）为人体必需脂肪酸，是细胞膜的组成成分，参与基因表达、生长发育等多种生理功能[@b2]。ω-3 PUFA包括二十碳五烯酸（eicosapentaenoic acid, EPA）和二十二碳六烯酸（docosahexaenoic acid, DHA）。研究表明，ω-3 PUFA可通过影响某些基因转录而抑制细胞增殖、阻滞细胞周期及诱导细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用[@b3]。在本研究中，我们观察EPA、DHA单药／联合地塞米松（DEX）对耐DEX的MM细胞株MM.1R增殖、细胞周期和凋亡的影响，为ω-3 PUFA治疗MM提供实验依据。

材料与方法 {#s1}
==========

1．试剂与材料：对DEX耐药的人MM细胞株MM.1R由本实验室长期保存，实验前从液氮取出，常规快速复苏后传代培养。RPMI 1640培养基和胎牛血清均购自美国Gibco公司；EPA、DHA和DEX均购自美国Sigma公司；MTT试剂盒购自日本同仁化学研究所；细胞周期检测试剂盒、流式凋亡检测试剂盒购自南京凯基公司；cleaved caspase-3抗体、procaspase-3抗体、BCL-2抗体、Bax抗体、GAPDH抗体均购自美国Abcam公司；蛋白裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒、荧光二抗、ECL化学发光试剂盒均购自上海碧云天公司。

2．细胞培养：MM.1R细胞常规培养于含10％胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 U/ml链霉素的RPMI 1640培养基中，置于37 °C、5% CO~2~、饱和湿度下培养，每2\~3 d换液传代1次，取对数生长期细胞用于实验。

3．实验分组：根据既往文献报道及预实验结果，用DMSO配制10 mmol/L的DEX储备液，然后用RPMI 1640培养基稀释为10 µmol/L工作液。用无水乙醇配制100 mmol/L的EPA和DHA储备液，然后用RPMI 1640培养基稀释为10、20、50、100 µmol/L工作液。联合加药组中先加入不同浓度EPA/DHA培养12 h，再加入10 µmol/L DEX继续培养24 h后进行相关实验。空白对照组中加入等体积的含DMSO或无水乙醇的RPMI 1640培养基。

4．MTT法检测细胞增殖：收集对数生长期的MM.1R细胞，以0.25％胰酶消化后制成细胞悬液，调整细胞密度为1×10^5^/ml，接种于96孔培养板中（200 µl／孔），每个浓度设5个复孔，37 °C、5% CO~2~、饱和湿度条件下培养24 h，待细胞贴壁后，加入不同浓度的药物，分别处理24、48 h，吸去各孔培养液，换无血清培养液并加入5 mg/ml MTT (20 µl／孔），继续培养4 h；吸尽各孔培养液，加入DMSO (200 µl／孔），振荡溶解5\~10 min，以空白对照调零，用自动酶标读数仪读取各组吸光度（*A*）值，检测波长为492 nm。按以下公式计算细胞增殖抑制率。实验重复3次，结果取平均值。$$细胞增殖抑制率(\%) = \frac{A_{对照组} - A_{实验组}}{A_{对照组} - A_{空白组}} \times 100\%$$

5．流式细胞术检测细胞周期和凋亡：细胞处理同上。培养48 h后收集各组细胞，用4 °C预冷的PBS洗涤细胞2次，250 ×*g*离心5 min。取1×10^5^个细胞，加入4 °C预冷的70%乙醇固定6 h。用4 °C预冷的PBS洗细胞2次，250×*g*离心5 min。将细胞重悬于100 µl PBS中，加入5 µl碘化丙锭（PI），混匀后室温避光反应15 min，加入300 µl PBS，立即上流式细胞仪（BD FASC Calibur）检测。取1×10^5^个细胞，用100 µl结合缓冲液重新悬浮细胞，加入5 µl AnnexinnⅤ-FITC和5 µl PI，混匀后于室温避光孵育15 min，加入400 µl结合缓冲液，立即上流式细胞仪分析。采用Modifit 1.0软件分析细胞周期分布，采用CellQuest Pro软件分析细胞凋亡。实验重复3次，结果取平均值。

6．Western blot法检测蛋白表达：细胞处理同上。培养24 h后收集各组细胞，用蛋白裂解液裂解细胞后，离心去细胞碎片，取上清液，BCA法定量细胞总蛋白，各组取20 µg总蛋白进行120 g/L SDS-PAGE并转移至PVDF膜，用10 g/L牛血清白蛋白（BSA）和0.05% Tween 20封闭非特异性抗原后，一抗4 °C温育过夜。次日TBST洗膜后，二抗1∶5 000稀释，37 °C温育1 h, TBST洗膜后ECL荧光显色。蛋白质条带用扫描仪进行扫描，以GAPDH条带作为参照，用Imagaquent 5.1软件进行相对定量分析。以目的蛋白条带与GAPDH灰度比值表示蛋白相对表达水平。实验重复3次，结果取平均值。

7．统计学处理：应用SPSS 16.0软件进行结果分析。所有数据均采用*x*±*s*表示，采用两样本*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MTT法检测EPA、DHA单药／联合DEX对MM.1R细胞增殖的影响：EPA、DHA单药／联合DEX均对MM.1R细胞增殖有抑制作用；同一时间点不同浓度EPA/DHA对MM.1R细胞的增殖抑制率差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）；同一浓度EPA/DHA不同作用时间（24、48 h）对MM.1R细胞的增殖抑制率差异也有统计学意义（*P*值均\<0.05）；联合DEX较单药的细胞抑制作用更强（*P*值均\<0.05）。详见[表1](#t01){ref-type="table"}、[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 二十碳五烯酸（EPA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞增殖的影响（%, *x*±*s*）

  组别                           细胞增殖抑制率  
  ----------------------------- ---------------- -----------------
  空白对照组                           0                 0
  10 µmol/L EPA                   8.45±0.57^a^    12.07±0.94^ac^
  20 µmol/L EPA                  15.24±1.27^a^    24.59±1.29^ac^
  50 µmol/L EPA                  21.97±2.14^a^    35.47±2.41^ac^
  100 µmol/L EPA                 23.44±2.21^a^    41.58±2.19^ac^
  50 µmol/L EPA+10 µmol/L DEX    38.78±2.73^ab^   68.24±2.02^abc^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L EPA组比较，^b^*P*\< 0.05；与24 h比较，^c^*P*\<0.05。实验重复3次

###### 二十二碳六烯酸（DHA）单药/联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞增殖的影响（%, *x*±*s*）

  组别                           细胞增殖抑制率  
  ----------------------------- ---------------- -----------------
  空白对照组                           0                 0
  10 µmol/L DHA                   7.21±0.61^a^    15.47±0.64^ac^
  20 µmol/L DHA                  12.67±0.91^a^    26.49±0.96^ac^
  50 µmol/L DHA                  24.37±1.24^a^    37.22±1.37^ac^
  100 µmol/L DHA                 29.74±1.35^a^    50.64±3.49^ac^
  50 µmol/L DHA+10 µmol/L DEX    43.54±2.68^ab^   71.28±3.33^abc^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L DHA组比较，^b^*P*\< 0.05；与24 h组比较，^c^*P*\<0.05。实验重复3次

2．流式细胞术检测EPA、DHA单药/联合DEX对MM.1R细胞周期和细胞凋亡的影响：不同浓度EPA、DHA作用MM.1R细胞48 h后，随着药物浓度增加，G~0~/G~1~期细胞逐渐增加、S期和G~2~期细胞逐渐减少，细胞阻滞在G~0~/G~1~期；联合DEX组较单药组细胞阻滞更明显（*P*值均\<0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}、[4](#t04){ref-type="table"}）。不同浓度EPA或DHA作用MM1.R细胞48 h后，细胞凋亡率随着药物浓度增加而升高，联合DEX组较单药组细胞凋亡率增加更明显（*P*值均\<0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}、[4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 二十碳五烯酸（EPA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞周期和凋亡的影响（%，*x*±*s*）

  组别                             细胞周期分布     细胞凋亡率                     
  ------------------------------ ---------------- --------------- ---------------- ----------------
  空白对照组                        34.27±1.24       8.34±1.07       56.14±2.39       4.28±1.39
  10 µmol/L EPA                   40.37±1.71^a^    10.58±0.91^a^   48.91±1.33^a^    18.97±3.41^a^
  20 µmol/L EPA                   49.24±1.38^a^    8.14±0.64^a^    41.08±3.44^a^    29.74±3.55^a^
  50 µmol/L EPA                   55.37±2.51^a^    5.04±0.57^a^    38.28±2.19^a^    42.38±3.87^a^
  100 µmol/L EPA                  59.75±3.52^a^    5.57±0.68^a^    33.55±1.08^a^    49.39±4.04^a^
  50 µmol/L EPA +10 µmol/L DEX    76.92±3.18^ab^   4.22±1.11^ab^   18.94±0.87^ab^   78.31±4.55^ab^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L EPA组比较，^b^*P*\<0.05。实验重复3次

###### 二十二碳六烯酸（DHA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞周期和凋亡的影响（%，*x*±*s*）

  组别                             细胞周期分布     细胞凋亡率                    
  ------------------------------ ---------------- -------------- ---------------- ----------------
  空白对照组                        32.04±1.81      6.28±0.46       41.28±1.62       5.09±1.05
  10 µmol/L DHA                   41.08±2.02^a^    8.21±1.62^a^   50.37±1.43^a^    13.54±1.36^a^
  20 µmol/L DHA                   52.05±2.67^a^    8.04±1.57^a^   39.39±2.04^a^    26.71±2.07^a^
  50 µmol/L DHA                   57.39±2.37^a^    5.39±0.51^a^   36.75±2.69^a^    40.67±3.06^a^
  100 µmol/L DHA                  62.38±3.40^a^    4.29±0.59^a^   32.48±1.17^a^    53.69±3.41^a^
  50 µmol/L DHA +10 µmol/L DEX    78.69±4.28^ab^   3.71±0.36^b^   18.91±1.08^ab^   82.40±5.69^ab^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L DHA组比较，^b^*P*\<0.05。实验重复3次

3．EPA、DHA单药／联合DEX对MM.1R细胞凋亡相关蛋白表达的影响：不同浓度EPA或DHA作用MM.1R细胞24 h后，随着药物浓度增加，凋亡相关蛋白cleaved caspase-3、Bax表达逐渐增加，pro-caspase-3、BCL-2表达逐渐减少，均呈剂量依赖性。联合DEX组cleaved caspase-3、Bax蛋白表达增加及pro-caspase-3、BCL-2蛋白表达减少更明显（*P*值均\<0.05）。详见[表5](#t05){ref-type="table"}、[表6](#t06){ref-type="table"}、[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[图2](#figure2){ref-type="fig"}。

###### 二十碳五烯酸（EPA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞凋亡相关蛋白表达的影响（*x*±*s*）

  组别                            cleaved caspase-3   pro-caspase-3        Bax            BCL-2
  ------------------------------ ------------------- --------------- --------------- ---------------
  空白对照组                          1.00±0.00         1.00±0.00       1.00±0.00       1.00±0.00
  20 µmol/L EPA                     1.39±0.06^a^      0.90±0.05^a^    1.54±0.09^a^    0.87±0.05^a^
  50 µmol/L EPA                     1.79±0.08^a^      0.81±0.06^a^    1.87±0.12^a^    0.76±0.06^a^
  50 µmol/L EPA +10 µmol/L DEX      4.44±0.24^ab^     0.51±0.05^ab^   3.04±0.27^ab^   0.48±0.03^ab^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L EPA组比较，^b^*P*\<0.05。实验重复3次

###### 二十二碳六烯酸（DHA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞凋亡相关蛋白表达的影响（*x*±*s*）

  组别                            cleaved caspase-3   pro-caspase-3        Bax            BCL-2
  ------------------------------ ------------------- --------------- --------------- ---------------
  空白对照组                          1.00±0.00         1.00±0.00       1.00±0.00       1.00±0.00
  20 µmol/L DHA                     1.40±0.06^a^      0.84±0.06^a^    1.67±0.05^a^    0.85±0.06^a^
  50 µmol/L DHA                     2.21±0.07^a^      0.79±0.06^a^    2.04±0.10^a^    0.76±0.05^a^
  50 µmol/L DHA +10 µmol/L DEX      3.47±0.18^ab^     0.54±0.03^ab^   4.27±0.19^ab^   0.45±0.04^ab^

注：与空白对照组比较，^a^*P*\<0.05；与50 µmol/L DHA组比较，^b^*P*\<0.05。实验重复3次

![Western blot法检测二十碳五烯酸（EPA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞凋亡相关蛋白表达的影响\
1：空白对照组；2：20 µmol/L EPA；3：50 µmol/L EPA；4：50 µmol/L EPA +10 µmol/L DEX](cjh-37-12-1085-g001){#figure1}

![Western blot法检测二十二碳六烯酸（DHA）单药／联合地塞米松（DEX）对MM.1R细胞凋亡相关蛋白表达的影响\
1：空白对照组；2：20 µmol/L DHA；3：50 µmol/L DHA；4：50 µmol/L DHA +10 µmol/L DEX](cjh-37-12-1085-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

糖皮质激素是目前治疗MM的一线药物，是联合化疗方案中不可缺少的药物。然而在化疗过程中，临床上不同MM患者对糖皮质激素的反应差异很大，某些MM患者即使加大糖皮质激素剂量仍表现为反应差甚至无反应，这种现象称为糖皮质激素抵抗（glucocorticoid resistance, GCR）[@b4]。GCR导致化疗无效或出现药物严重不良反应，这是MM治疗的难点。因此，降低化疗药物用量从而减少不良反应的发生尤为重要。

ω-3 PUFA与肿瘤的关系有如下证据[@b5]--[@b6]：①进展期肿瘤患者血ω-3 PUFA浓度降低；②抗肿瘤治疗期间补充ω-3PUFA可以提高治疗反应并改善患者生活质量；③ω-3 PUFA在提高抗肿瘤治疗的疗效以及减轻化疗不良反应等方面扮演着重要角色。

本研究结果表明，EPA、DHA单药对DEX耐药MM细胞株MM.1R的生长均有显著的抑制作用，抑制效果随着剂量的增加和作用时间的的延长而增强，呈浓度梯度和时间梯度依赖性，表明ω-3 PUFA对耐药的MM细胞具有增强化疗敏感性的作用。本研究结果还显示，采用50 µmol/L EPA/DHA联合10 µmol/L DEX的细胞增殖抑制效果均强于EPA、DHA单药且抑制效果也随着时间的延长而增强，表明EPA/DHA与DEX对MM.1R细胞具有协同抑制作用，能够发挥更大的肿瘤杀伤效果，并且能够改善MM细胞的GCR。ω-3 PUFA的增强化疗敏感性的作用在临床实体肿瘤中也获得了证实。Murphy等[@b7]以接受化疗的非小细胞肺癌患者为研究对象，对照组给予标准治疗方案，干预组在加用富含EPA和DHA的鱼油，结果发现干预组术后1年生存率更高。在动物研究中，Chen等[@b8]发现，小鼠灌服外源性ω-3 PUFA，无论是在体外还是体内，均有预防乳腺癌发生、生长和转移的作用。此外ω-3 PUFA在增强化疗药物敏感性方面也显示了良好的发展前景。Abdi等[@b9]研究表明EPA和DHA能诱导MM细胞凋亡，增加硼替佐米对MM细胞的敏感性，而正常人外周血单个核细胞的活性不受影响。Fahrmann等[@b10]对慢性B淋巴细胞白血病细胞系EHEB和MEC-2、B细胞性幼淋巴细胞白血病细胞系JVM-2进行体外培养，观察在有无PUFA的情况下细胞对阿霉素、长春新碱或氟达拉滨的敏感性，结果提示EPA和DHA能通过G~2~/M阻滞、脂质过氧化作用诱导细胞凋亡，增加上述化疗药物的敏感性。

ω-3 PUFA影响肿瘤的机制非常复杂[@b11]：①ω-3 PUFA可以渗入膜磷脂层影响膜相关信号转导。可能关联的信号转导通络有Ras、PI3K/Akt、HER-2/neu等；②脂质过氧化作用：ω-3 PUFA的脂质过氧化作用产物可抑制肿瘤细胞DNA合成、细胞分裂及生长，诱导凋亡；③抑制NF-κB信号转导通路：NF-κB是重要的核转录因子，激活后可调控多种基因表达，参与炎性反应、免疫应答以及细胞的增殖、分化、凋亡等生物学过程。④改变肿瘤细胞膜通透性，增加抗肿瘤药物的摄入；⑤作用于细胞凋亡相关因子，诱导肿瘤细胞凋亡。

在本研究中，我们发现EPA、DHA单药／联合DEX可使MM.1R细胞的细胞周期阻滞在G~0~/G~1~期，且阻滞效果随着药物剂量增加和作用时间的延长而增强，提示ω-3 PUFA作用于G~0~/G~1~期。与此相一致的是，药物作用48 h后出现了细胞凋亡，且凋亡率随着药物剂量的增加而增高，并且ω-3 PUFA与DEX联合应用细胞凋亡增加更明显，提示ω-3 PUFA具有细胞周期阻滞、诱导凋亡的双重作用。

研究显示，EPA和DHA主要通过影响线粒体膜电位和激活caspase-3诱导细胞凋亡[@b12]--[@b13]。caspase-3在细胞凋亡中起着不可替代的作用，是细胞凋亡过程中最主要的剪切酶。另外BCL-2和Bax是调控细胞凋亡非常重要的两个基因，在调节细胞凋亡和细胞耐药方面具有重要作用[@b14]。在本研究中，MM.1R细胞经EPA/DHA作用后cleaved caspase-3、Bax蛋白表达均上调，pro-caspase-3、BCL-2蛋白表达下调，而且具有剂量依赖性，提示ω-3 PUFA可能通过caspase途径和调节BCL-2/Bax比率来诱导MM.1R细胞凋亡。

综述所述，ω-3 PUFA可增强MM.1R细胞对化疗药物的敏感性，为MM尤其是发生GCR患者提供了一种新的治疗思路。目前该药物对MM增强化疗敏感性仍停留在初步研究阶段，后续还需要动物实验和临床试验进一步研究和证实。
